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Oxindoles inhibiteurs de CDK-1 et leur application en therapeutique 

La presente invention concerne une famille d'oxindoles qui sont des 
5 inhibiteurs chimiques du complexe enzymatique Cdc2/cycline B (CDK-1) et leur 
application en therapeutique. 

Comme cela est bien connu, le cycle cellulaire d'un eucaryote comporte 
differentes etapes (voir figure 1) : 

10 Apres la phase M, qui se compose d'une division nucleaire (mitose) et d'une 

division cytoplasmique (cytodi6r£se), les cellules filles commencent l'interphase d'un 
nouveau cycle. Cette interphase commence avec la phase Gl pendant laquelle on 
note une reprise accrue des activites de biosynthese de la cellule. La phase S 
commence quand la synthase de l'ADN demarre et se termine quand les 

15 chromosomes se sont r<Spliqu6s (chaque chromosome est alors compose de deux 
chromatides soeurs identiques). La cellule entre ensuite en phase G2 (derniere phase 
de l'interphase) qui se poursuit jusqu'au debut de la mitose, initiant la phase M. Au 
cours de cette phase, les chromatides sceurs se separent, deux nouveaux noyaux se 
forment et le cytoplasme se divise pour donner deux cellules filles dotees chacune 

20 d'un noyau. La cytodierese termine la phase M et marque le debut de l'interphase du 
cycle cellulaire suivant. 

La machinerie moleculaire du cycle cellulaire est composee de facteurs de 
regulation qui controlent la progression dans le cycle cellulaire. Le passage d'une 
phase a 1'autre dans un cycle est sous le controle d'une famille de prolines 

25 serine/threonine kinases de petite taille, les kinases dependantes des cyclines (CDK) 
qui r6gulent Tactivite de proteines par phosphorylation. Le taux d'expression des 
CDK est ^ peu pres constant au cours du cycle cellulaire, mais ces proteines kinases 
sont inactives en elles-memes et doivent etre activees pour acqu6rir une activite 
kinasique. L ! activite enzymatique et la specificite des CDK dependent de leur 

30 association avec une sous-unite regulatrice appartenant a la famille des cyclines. 

L'entree en mitose, en particulier, est sous le controle d f un facteur promoteur 
de la phase M (ou MPF) qui est constitue par Tassemblage d'une molecule de 
(CDKl=p34 cdc2 ) et d'une molecule de cycline B. Le complexe cycline B-CDK1 active 
permet la transition G2/M en phosphorylant de nombreux substrats. 
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Ainsi, la modulation de Tactivite du complexe cycline B-CDK1 est un 
mecanisme cl€ de Tar-ret de la proliferation cellulaire et les CDK constituent des 
cibles moleculaires privildgiees dans la recherche d'inhibiteurs selectifs de la 
proliferation cellulaire. En effet, certaines proprietes des CDK (en particulier les 
5 alterations tres frequentes, dans les tumeurs humaines, des CDK et de leurs 
r£gulateurs) et de leurs inhibiteurs proteiques naturels ont encourage la recherche 
d'inhibiteurs chimiques de CDK en vue ^applications antitumorales. 

De nombreux composes ont ainsi ete testes et reconnus comme inhibiteurs 
de CDK : les purines, les paullones, le flavopiridol, les indirubines, l'olomoucine, la 
10 roscovitine, la butyrolactone-1, la toyocamycine et d'autres. Les inhibiteurs 
chimiques qui agissent plus particulierernent sur le complexe cycline B/CDK1 
empechent en fait la phosphorylation de substrats tels que l'histone HI, les sous- 
unites y et 8 du facteur d'elongation ou la vimentine. 

Ainsi, les premiers inhibiteurs chimiques de CDK presentent des proprietes 
15 interessantes qui justifient leur evaluation comme produits anticancereux potentiels et 
la poursuite de la recherche de nouvelles molecules plus efficaces. 

La demande de brevet WO 96/40116 decrit des oxindoles utilises dans le but 
de moduler le signal de transduction de la proteine tyrosine kinase (PTK). 

La demanderesse a decouvert une famille de composes de la famille des 
20 oxindoles ayant une action marquee sur la proliferation cellulaire et sur CDK-1. 

L r invention a pour objet des composes nouveaux de la famille des oxindoles. 

Un autre objet est constitue par leur application comme medicament. 

D'autres objets apparaitront a la lumiere de la description et des exemples 
qui suivent. 

25 La presente invention a ainsi pour objet les composes repondant a la formule 
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dans laquelle R5 est choisi parmi Ies groupements 3-pyridinyle, 5-pyrimidinyIe, - 
CONH-alkyle en Cl-Of, -NHCO-alkyle en Ci-C4, halogene, -C0 2 R ou R peut €tre 
hydrogene ou alkyle en C1-C4, -S0 2 NH 2 , -N0 2 , -CF 3 , 

o 

5 dans laquelle Ar est choisi parmi les groupements 5-imidazoIyIe, 2-pyrrolyle 
eventuellement substituds par un radical alkyle en C1-C4, 2-furyle, ou 2-thiazolyle, 
sous la forme E, Z ou un melange des deux formes d'isomeres. 

Dans les composes de formule (I), R5 designe preferentiellement un 
groupement 3-pyridinyle ou -CONH-methyle ou -NHCO-m6thyle et Ar designe 
10 preferentiellement un groupement 5-imidazolyIe ou un 5-(4-methyl-imidazolyle). 

La presente invention a tout particulierement pour objet les composes de 
formule (I) telle que definie ci-dessus, rSpondant aux formules suivantes : 
3-(imidazol-4-yl)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one, 
3-(pyrrol-2-yl)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one, 
15 3-(imidazol-4-yl)-5-N-m6thylcarboxaixiido-indolin--2-one, 
3-(imidazol-4-yl)-5-acetylamino-indolin-2-one. 

Les composes de formule generale (I), dans lesquels R5 et Ar ont les 
significations precitees, peuvent etre obtenus par couplage d'une indolin-2-one de 
formule generale (II), dans laquelle R5 a la signification precitee, avec un aldehyde 
20 aromatique de formule generale (III), dans lequel Ar a la signification precitee, selon le 
schema ci-dessous : 

~XX>° * A — "-rf 

H 

(II) (III) (I) 

25 

La r6action de couplage s'effectue g6neralement dans les conditions decrites 
par E. Knoevenagel ( Chem. Ber. 1900, 23, 172), & savoir dans un solvant protique 
comme le methanol ou I'6thanol, en presence d'une quantity catalytique de base 
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organique telle que la piperidine, k une temperature comprise entre 20° et la 
temperature de reflux du solvant utilise. 

Les indolin-2-ones de formule generate (II) et les aldehydes aromatiques de 
formule (III), dans lesquels respectivement R5 et Ar ont les significations prdcitees, 
5 sont soit commerciaux soit prepares selon les conditions d6crites dans la litt6rature. 

Des exemples de preparation sont decrits ci-apres. 

La demanderesse a decouvert que les composes de formule (I) conformes a 
Tinvention possedent des proprietes inhibitrices de proteines kinases (CDK). Ces 
proteines jouent un role cle dans l'initiation, le developpement et Tachevement des 

10 evenements du cycle cellulaire. Ainsi, les molecules inhibitrices de CDK sont 
susceptibles de limiter les proliferations cellulaires inopportunes telles que celles 
observees dans les cancers. 

La prot&ne kinase CDK1 est particulierement sensible aux effets inhibiteurs 
des composes de la presente invention. 

15 Les produits de la presente invention possSdent en plus de leurs proprietes 

inhibitrices specifiques de la proline kinase CDK-1, des effets cellulaires tels que des 
proprietes antiproliferatives par blocage de la division cellulaire en cours de cycle et 
apoptotiques par induction de Tapoptose cellulaire. 

Les composes conformes a Tinvention sont notamment utiles dans le cadre de 

20 therapie de tumeurs primaires et de localisations secondares des cancers. 

L'invention a done pour objet leur utilisation comme medicaments pouvant 
etre utilises seuls ou en combinaison avec des traitements tels que la chimiotherapie, la 
radiotherapie ou les traitements anti-angiogeniques mettant 6ventuellement en oeuvre 
d'autres substances actives. L'invention s'etend aux compositions pharmaceutiques 

25 contenant a titre de principe actif Tun au moins des composes de la formule (I) telle que 
definie ci-dessus dans un milieu phaimaceutiquement acceptable. 

Ces compositions pharmaceutiques peuvent Stre administrees par voie buccale, 
par voie parenterale ou par voie locale en application topique sur la peau et les 
muqueuses ou par injection par voie intraveineuse ou intramusculaire. Ces 

30 compositions peuvent etre solides ou liquides et se presenter sous toutes les formes 
pharmaceutiques couramment utilises en medecine humaine comme, par exemple, les 
comprim6s simples ou drag&fies, les pilules, les tablettes, les gelules, les gouttes, les 
granules, les preparations injectables, les pommades, les cremes ou les gels. Elles sont 
preparees selon les mdthodes usuelles. Le principe actif peut y Stre incorpor£ & des 
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excipients habituellement employes dans ces compositions pharmaceutiques, tels que le 
talc, la gomme arabique, le lactose, ramidon, le stearate de magnesium, le beurre de 
cacao, les vehicules aqueux ou non, Ies corps gras d'origine animale ou veg6tale, les 
d6riv£s paraffiniques, les glycols, les divers agents mouillants, dispersants, ou 
5 6mulsifiants, les conservateurs. 

La posologie usuelle, variable selon le produit utilise et le sujet traits peut etre, 
par exemple, de 0,05 k 5 grammes par jour chez l'adulte. 

Les exemples suivants illustrent Tinvention sans toutefois la limiter : 

10 

Exemple 1; 3-fimida2ol-4-yD-5-fpyridin-3>yl)-indolin-2-one 

A une solution de 0,61 g (3 mmoles) de 5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one dans 75 
mL d'ethanol contenant 0,02 mL de piperidine, on ajoute 0,28 g (3 mmoles) 
IS d'imidazole-4-carboxaldehyde. Le milieu r^actionnel est porte au reflux pendant 4 
heures. Apres refroidissement, le precipite forme est essore, lave par 2 fois 5 mL 
d'ethanol glace et seche sous pression r£duite. On obtient ainsi 0,62 g (75 %) de 3- 
(imidazol-4-yl)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one, sous forme d'un solide jaune citron 
dont la caracteristique est la suivante : point de fusion = 310°C. 

20 

Exemple 2 : 3-(pyrrol-2-yl)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one 

En operant comme a Texemple 1, mais k partir de 2,1 g (10 mmoles) de 5- 
(pyridin-3-yl)-indolin-2-one dans 150 mL d 5 £thanol et de 0,99 g (10 mmoles) de 
25 pyrrole-2-carboxaldehyde, on obtient 2,66 g (92,5%) de 3~(pynr>l-2-yl)-5-(pyridin-3- 
yI)-indolin-2~one, sous forme d'un solide orange dont la caracteristique est la suivante : 
point de fusion = 225°C. 

Exemple 3 : 3-(imidazol-4-yI)-5-N-methylcarboxamido-indolin-2-one 

30 

En operant comme k Texemple 1, mais a partir de 0,2 g (1,05 mmoles) de 5- 
methylcarboxamido-indolin-2-one dans 25 mL d'ethanol et de 0,1 g (1,04 mmoles) de 
imidazole-5-carboxald6hyde, on obtient 0,21 g (84%) de 3-(imidazol-4-yI)-5-N- 
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methylcarboxamido-indolin-2-one, sous forme d'un solide orange dont la 
caracteristique est la suivante : point de fusion > 260°C 

Exemple 4 : 3-(imidazol-4-yl)-5-acetyIamino-indoIin-2-one 

5 

En operant comme a V exemple 1, mais & partir de 0,4 g (2,1 mmoles) de 5- 
acetylamino-indolin-2-one dans 50 mL d'ethanol et de 0,2 g (2 mmoles) de imidazole- 
4-carboxaldehyde, on obtient 0,31 g (58%) de 3-(imidazol-4-yl)-5-acetylamino-indolin- 
2-one, sous forme d'un solide orange dont la caracteristique est la suivante : point de 
10 fusion > 260°C. 

Exemple 5 : synthese en parallele de 3-(aryl)methylene-indolin-2-one de 
formule generate (I) 

15 Dans un reacteur magnetique chauffant avec condenseur Zymark, de type 

STEM RS2050 contenant 25 puits en parallele munis chacun d'un tube en verre de 50 
mL, on introduit 0,5 mmole d'indolyl-2-one de formule generate (II), 0,5 mmole d'un 
aldehyde aromatique de formule gdnerale (III), 5 mL d'ethanol et 1 goutte de 
piperidine, Le milieu reactionnel est porte au reflux pendant une nuit. Apres 

20 refroidissement, et dilution avec 5 mL d'eau, le precipite form£ est essore et seche sous 
pression r€duite. On obtient ainsi les 3-(aryl)methylene-indolin-2-ones de formule 
generate (I), representees par exemple et a titre non limitatif par les composes 5-1 a 5- 
14. 

25 Exemple 6: Dosage de l'inhibition de Tactivite p34 cdc2 /cycline B par les 

composes selon l'invention : 



L'inhibition de TactivitS p34cdc2/cycline B (CDKl/cycline B) est determinee 
par un protocole qui permet de mesurer Tactivite de transfert par l'enzyme, d'un 
groupement 32 P, a partir d'ATPty 32 ?] sur un substrat, 1'histone HI. 
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CDK-1 
+ 

Compose a tester 
Histone H1+ 32 P-ADP ► 32 P-Histone HI + ADP 

5 

Les preparations d'enzymes utilisees correspondent soit & V enzyme 
p34 cdc2 /cycline B d'etoile de mer (fournie par L. Meijer, CNRS, Station Biologique, 
Roscoff, France), soit a 1' enzyme p34 cdc2 /cycline B humaine recombinante ( fournie par 
New England Biolabs, Inc., Beverly, MA01915, USA). La proline Histone HI (type 
10 III-S) est obtenue aupres de Sigma. 

Le tampon C contient 60 mM de 6-glycerophosphate, 30 mM de nitro- 
phenylphosphate, 25 mM de MOPS pH 7.0, 5 mM dTEGTA, 15 mM de MgCl 2 , 1 mM 
de dithiothreitol et 0.1 mM d'orthovanadate. La solution d'ATP est preparee en 
melangeant 20/iL d'ATP [f 2 F] h (3000 Ci/mmole) et 90 /xL d'ATP non radioactif a 1 
15 mM dans 890 fxL de tampon C. 

Le milieu r^actionnel est prepare selon la composition suivante : 
lOfiL de preparation enzymatique sont ajoutes & 5 fiL d'Histone HI (5mg/ml 
dans du tampon C) et a 7 (iL de tampon C et melanges. 17,5 /zL du melange sont 
rdpartis dans les tubes juste avant I'essai. 3 fiL d'agent inhibiteur & tester sont ajoutds 
20 dans chaque tube. 

La reaction est demarche par l'addition de 5/xL de la solution d'ATP suivie 
d'une incubation de 15 minutes & 30°C. La reaction est arretee par T addition de 0.5 
volumes de tampon Laemli 3X. Apr£s chauffage de 1'echantillon pendant 5 min a 
90°C, les echantillons sont ensuite analyses par 61ectrophor£se en gel de proteine a 10 
25 % d'acrylamide pendant 1 heure sous une tension de 200 volts k l'aide d'un systeme 
d'electrophorese Novex. Les gels d'acrylamide sont ensuite s6ches sur une feuille de 
papier whatmann 3MM k 80°C pendant 1 heure. 

L* analyse et la quantification de la phosphorylation de l'Histone HI sont 
effectues 4 l'aide d'un appareil Instant-Imager (Packard). Pour chaque concentration de 
30 compose testee, les r6sultats sont exprimes en pourcentage d' inhibition de la reaction et 
calcules h. partir du controle enzymatique non traite. 

La concentration de compose induisant une inhibition de 50 % de la reaction 
de phosphorylation de p34 cdc2 /cycline B (IC50) est determinee & l'aide d'une 
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representation graphique semi-logarithmique des valeurs d'inhibition obtenues en 
fonction de chacune des concentrations de compose testee. 



Inhibition de CDK1 par les composes de Tinvention selon la formule (I) 
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On considere qu'un compost est actif en tant qu' agent anti-P34 cdc2 /cycline B 
lorsque la CI50 est inferieure & 5/xM (5000 nM d'apres les unites de mesure utilises 
5 dans le tableau). Plusieurs composes peuvent done Stre considers comme inhibiteurs 
du complexe CDKl/cycline B et en particulier le n°l. 

Exemple 7 : Determination de ['inhibition de clonogenicite : 

10 Les lignees de cellules humaines KB, HCT-116, HT-29, HCT-8, Lovo, PC-3, 

PC-14, HLF et HLE ainsi que la lignSe de tumeur de rat C6 proviennent de TATCC 
(American Type Culture Collection, Rockville USA). La lignee de tumeur humaine 
Calcl8 est un don du Professeur G. Riou (Institut Gustave Roussy, Villejuif, France). 
Les cellules HCT-8, Lovo, PC-3, PC-14, HLF et HLE sont cultivees en couche en 

15 flacons de culture dans du milieu RPMI 1640, L-Glutamine & 2 mM, Penicilline 200 
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U/ml streptomycine 200 fig/mL et additionne de 10% de serum foetal de veau inactive 
par la chaleur. Les cellules HCT-116, HT-29, KB, C6 et Calcl8 sont cultivees en 
couche en flacon de culture dans du milieu de Dulbeco's contenant L-Glutamine a 2 
mM, Penicilline 200 U/mL streptomycine 200 /ig/mL et additionne de 10% de serum 
5 foetal de veau inactive par la chaleur. 

Les cellules en phase exponentielle de croissance sont trypsinees, lavees dans 
du PBS IX et sont diluees & une concentration finale de 5000 cellules/mL dans du 
milieu complet. Les produits a tester (dans un volume de 50 fiL) sont ajoutes a 2,5mL 

0 de suspension. Ensuite, 0.4 mL d'Agar Noble Difco a 2.4 % maintenu k une 
temperature de 45°C sont ajoutes aux cellules. Le melange est ensuite immediatement 
verse dans des boites de Petri et laiss£ a +4°C pendant 5 minutes pour solidifier la 
gelose. Le nombre de clones cellulaires (>60 cellules) est mesure apres 12 jours 
d'incubation k 37°C sous atmosphere de 5 % de C02. 

5 Le compose n°l est teste a des concentrations de 10, 1, 0.1, 0.01 fiM en 

duplicats. Les resultats sont exprimSs en pourcentage d'inhibition de la clonogenicite 
par rapport aux controles. La CI50 est determinee graphiquement k partir des resultats 
moyens determines pour chaque concentration de compose. 

0 Inhibition de la clon ogenicite en agar par le compose n°l 

sur des li gndes cellulaires tumorales 



Lignee cellulaire 


Tissu d'origine 


CI50 0*M) 


HCT-116 


colon 


0.28 


HT-29 


colon 


1.42 


HCT-8 


colon 


1.04 


Lovo 


colon 


0.9 


Calcl8 


sein 


1.06 


PC-3 


prostate 


0.19 
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PC-14 


poumon 


1.1 


HLF 


foie 


1.1 


HLE 


foie 


1.2 


C6 


glioblastome 


10.8 



On considdre qu'un compost est actif comme agent cytotoxique si la CI50 est 
inferieure a 10 fiM ce qui est le cas pour toutes les lign6es cellulaires testees avec le 
compose n°l (a l'exception du glioblastome de rat C6). 

5 

Exemple 8 : M esure de 1'inhibition de proliferation par les composes n°l 

oun°2. 

Les cellules HCT-116 sont cultivees en couche en flacon de culture dans du 
10 milieu de Dulbeco's contenant L-Glutamine k 2 mM, Penicilline 200 U/mL 
streptomycine 200 /ig/mL et addition^ de 10% de serum foetal de veau inactive par la 
chaleur. 

Les cellules HCT-116 en phase exponentielle de croissance sont trypsinSes, 
lavees dans du PBS IX et sont ensemencees en microplaques 96 puits (Costar) & raison 

IS de 4xl0 4 cellules/mL et de l,5xl0 4 cellules/mL (0.2 mL/puit) puis incub6es pendant 96 
heures en presence de concentrations variables de produit a etudier (10, 1, 0.1 et 0.01 
ptg/mL, chaque point en quadruplicate Seize heures avant la fin de l'incubation, 0.02 % 
final de rouge neutre est ajoute dans chaque puits. A la fin de l'incubation, les cellules 
sont lavees par du PBS IX et lysees par 1 % de lauryl sulfate de sodium. 

20 L'incorporation cellulaire du colorant, qui reflete la croissance cellulaire, est evaluee 
par spectrophotometrie a une longueur d'onde de 540 nm pour chaque echantillon & 
l'aide d'un appareil de lecture Dynatech MR5000. 

Pour chaque concentration de compose testae, les resultats sont exprimes en 
pourcentage dMnhibition de croissance cellulaire et calcules a partir du controle non 

25 traite et du milieu de culture sans cellules (blanc) selon la formule suivante : 



i er aepot 



w 
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(Valeur Compose - valeur blanc / Valeur controle cellules -valeur blanc)x 100, 
La concentration de compos6 induisant une inhibition de 50 % de la croissance 
(IC50) est determinee a Taide d'une representation graphique semi-logarithmique des 
valeurs d'inhibition obtenues en fonction de chacune des concentrations de compose 
5 testees. 



Inhibition de la proliferation des cellules HCT-1 16 
par les composes 1 ou 2 



N° 


R5 


At 


HCT-116 
CI50 
fiM 


1 


Or 

N 


H 

6- 


0.28 


2 


Or 

N 


H 

6~ 


8.0 



10 

On considere qu'un compose est actif comme agent cytotoxique si dans Tune 
ou r autre des methodes, la CI50 est inferieure k 10 /xM ce qui est le cas pour les deux 
composes testes dans cette experience. 

15 

Exemple 9 : Determination de Pactivite pro-apoptotique et de blocage 
mitotique sous Taction du compose n°l : 

Apres exposition pendant 48 heures de cellules HCT-8 au compost n°l, les 
20 cellules en culture sont trypsin£es, lavees au PBS IX et deposees entre lame et lamelle 
en presence de Hoechst 33342 k une concentration de 1/ig/mL. Le pourcentage de 
cellules mitotiques et de cellules possedant des corps nucleaires apoptotiques est 
determine par examen et comptage d'un echantillon d'au moins 300 cellules reparties 
en plusieurs endroits de la lame & Taide d'un microscope a fluorescence. 

25 

Induction d'apoptose et blocage mitotique induits par le compose n°l 

sur la lignee HCT-8 



I CI ucpui 
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Concentration testee 
du compost n°l 


Cellules 
apoptotiques 
(%) 


Facteur 
/temoin 


Cellules 
mitotiques (%) 


Facteur 
/temoin 


0 /ig/mL 
(Controle) 


2.4 


1 


6,9 


1 


0.1/^g/mL 


8.5 


3,5 


2,8 


0,4 


1 /ig/mL 


16 


6,6 


0,7 


0,1 


10^g/mL 


42.5 


17,7 


0,4 


0,06 



L'exemple ci-dessus montre une correlation nette entre la dose de compose n°l 

teste et 

5 - la diminution de cellules au stade de la mitose 
- l'augmentation de cellules en apoptose. 

Exemple 10 : Influence de Taction du compose n°l sur les etapes du 
10 cycle cellulaire 

L' analyse par cytometric de flux permet de mettre en evidence un blocage 
dans une phase particulifere du cycle cellulaire apres traitement par un compose. 

Les cellules HCT-116 sont ensemenc6es en boites 6 puits Nunc. Le compose 
15 n°l h une concentration de 1/jg/ml est mis en contact avec les cellules pendant 4 
heures, 1 jour, 2 jours et 3 jours avant l'analyse. 

L'analyse est effectu£e a Taide d'un test au BrDU : (Dolbeare F. et al, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 1983, 80, p. 5573- 5577). Les cellules sont traces par le BrDU 
a 30 /xM pendant 30 minutes, puis trypsin^es. Apres fixation des cellules dans du 
20 paraformaldehyde a 1 % pendant 16 heures, celles-ci sont digerees dans de la pepsine 
chlorhydrique, puis rincees dans du PBS IX. Un marquage immunologique est realise 
avec un anticorps primaire anti-BrDU (Becton Dickinson) et un anticorps secondaire 
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GAM-FITC (Coulter). L'ADN est ensuite marque avec de l'iodure de propidium dans 
du PBS contenant 1 mg/ml de RNAse bouillie. Cette methode permet de comptabiliser 
les cellules en phase Gl, S et G2M 

5 Etude par cytom6trie de flux des modifications du cycle cellu laire induites par 

le compose n° 1 sur la lignee HCT-1 16 



HCT-116 


Temps de 
contact 


Cellules en 
pnase vji yyo ) 


Cellules en 
pnase o ^ /o ) 


Cellules en 
pnase vjz-ivi 

(%> 


Cellules non traitees 


4h 


70.8 


16.7 


10.8 


24 h 


65.6 


19.3 


13.8 


48 h 


65.0 


19.9 


13.5 


72 h 


65.8 


20.1 


12.8 


Cellules traitees 
(1/zg/mL du 
compose n°l) 


4h 


62.2 


20.1 


16.4 


24 h 


26.8 


39.5 


31.4 


48 h 


7.9 


30.9 


58.9 


72 h 


7.8 


5.1 


82.4 



10 Dans les cellules non trait6es, la proportion de cellules en transition G2/M est 

de Tordre de 10 a 14 % alors que dans les cellules prealablement mises en contact avec 
le compose n°l, ce taux augmente jusqu'a atteindre plus de 80 % au bout de 72 heures. 
Ainsi, dans cette experience, presque toutes les cellules sont stoppees en phase G2/M 
par Taction du compos6 n°l. 



15 



15 



REVENDICATIONS 



1. Compost de formule (I) : 




Ar 



R5 



O 



H 

dans laquelle R5 est choisi parmi les groupements 3-pyridinyle, 5- 
pyrimidinyle, -CONH-alkyle en C1-C4, -NHCO-alkyle en C1-C4, halogene, -C0 2 R ou 
R peut etre hydrogene ou alkyle en Cl-C4, -S0 2 NH 2 , -N0 2 , -CF 3 , 



dans laquelle Ar est choisi parmi les groupements 5-imidazolyle, 2-pyrrolyle 
6ventuellement substitues par un radical alkyle en C1-C4, 2-furyle, ou 2-thiazolyle, 
sous la forme E, Z ou un melange des deux formes d'isomeres. 

2. Compost selon la revendication 1 caracteris6 par le fait que R5 est un 
groupement 3-pyridinyle ou -CONH-methyle ou -NHCO-methyle. 

3. Compose selon la revendication 1 ou 2 caracterise par le fait que Ar est un 
groupement 5-imidazolyle ou un 5-(4-methyl-imidazolyle) ou un 2-pyrrolyle. 

4. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 caracterise par le 
fait qu'il est choisi parmi : 
3-(imidazol-4-yl)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one, 
3-(pyrrol-2-yI)-5-(pyridin-3-yl)-indolin-2-one, 
3-(imidazol-4-yl)-5-N-methylcarboxamido-indolin-2-one, 
3-(imidazol-4-yl)-5-acetylamino-indolin-2-one. 

5. Proc6d6 de preparation des composes de formule (I) caracterise par le fait 
que Ton soumet le composd de formule (II) : 




O 
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dans laquelle R5 est un groupement choisi parmi 3-pyridinyle, 5-pyrimidinyie, 
-CONH-alkyle en C1-C4, -NHCO-alkyle en Cl-C4, halogSne, -C0 2 R ou R peut etre 
hydrogene ou alkyle en C1-C4, -S0 2 NH 2 , -N0 2 , -CF 3 , 

5 0 

a une reaction avec un compos6 de formule (HI) : 

O 

Ar^H 

ou Ar est choisi parmi les groupements 5-imidazolyle, 2-pyrrolyle 
10 6ventuellement substitues par un radical alkyle en C1-C4, 2-furyle, ou 2-thiazolyle. 

6. Procede selon la revendication 5, caractdrise par le fait que la reaction 
s'effectue en presence de piperidine et d^thanol au reflux. 

7. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 & 4 pour son 
application comme medicament. 

15 8. Composition pharmaceutique caracterisee par le fait qu'elle comprend dans 

un milieu pharmaceutiquement acceptable, un compos6 selon Tune quelconque des 
revendications 1 & 4. 

9. Medicament caracterise par le fait qu r il contient au moins un compose 
compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 pour le traitement des 

20 maladies associSes & une deregulation d'un complexe enzymatique responsable de la 
transition G2/M dans le cycle cellulaire. 

10. Medicament selon la revendication 9 pour son application therapeutique 
dans le traitement des tumeurs primaires et secondaires des cancers. 



1 Wl WVy|y»Wi. 
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11. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 
traitement du cancer par action inhibitrice sur les kinases dependantes des cyclines 
(CDK). 

12. Medicament selon la revendication 9 pour son application dans le 
5 traitement du cancer par action inhibitrice sur le CDK-1 . 

13. Utilisation d'un compost selon Tune quelconque des revendications 1^4 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement du cancer. 

14. Utilisation d'un compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 
pour la preparation d'un medicament destine au traitement du cancer en combinaison 

10 avec un traitement par chimioth£rapie, radiotherapie ou un traitement anti- 
angiogenique. 



1/1 

Figure 1 
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